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方法 我们对 4 例中国克罗恩病患者外周血样本进行全基因组外显子高通量测序，






结果 我们通过外显子组高通量测序和常规 Sanger 测序验证，筛选出 26 个共有基
因的改变，并在较大样本量克罗恩病例和对照组中，证明 IFNA4 和 IFNA10 亚型
为本病高突变率的国人特异易感基因，并与内科药物疗效显著相关；证明 IFNA
不同亚型对肠道黏膜炎症有保护作用；杂合体突变型可影响 IFNA4 和 IFNA10 的
蛋白质表达量；IFNA4 和 IFNA10 可介导 Foxp3+ Treg 或 CD4+CD25+Treg 等细胞
的分化与活化机制，参与肠道黏膜免疫反应。 





















Background: The previous studies have highlighted a strong genetic and mucasal 
immunologic contribution to the susceptibility of Crohn's disease (CD). However, few 
reports have identified the specific susceptible genes in Chinese CD patients. 
Methods: In order to identify novel genetic variants associated to CD in Chinese 
patients, we performed exome sequencing in four Chinese individuals with CD, and 
verified the variants using sanger sequencing. Then we validated the implicated 
variants in expanded additional cases, and disscussed the medical treatment efficacy of 
these kinds of mutation types. We further explored the functional effects followed by 
these kinds of mutation types and involved mechanism using in vitro and in vivo 
studies.  
Results: We performed the whole exome sequencing in Chinese four of individual CD 
patients and screened 26 of gene variants, then we extended the case numbers and 
identified IFNA4, IFNA10 as susceptible genes appling sanger sequencing, and these 
kinds of mutation types were also related to medical treatment efficacy. Then we 
verified the functional effects of the susceptible genes; checked out the secretion 
amounts of IFNA4, IFNA10 from serum samples of patients and healthy controls; and 
through induction of Treg cells activation and differentiation to define the associations 
of genotypes with clinical feature and medical treatment efficacy. 
Conclusion: We performed the exome-wide screening for the causative germline 
variants in Chinese Crohn's disease patients, identified two of new susceptibile genes 
of CD. The susceptibile genes we identified may server as a vital clue to resolve the 
genetic heterogenecity of CD, lead to provide experimental evidence for better 
diagnosis and treatment of the patients. 
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克罗恩病(Crohn’s Disease, CD; MIM 266600) 是炎症性肠病 (Inflammatory 




报道，我国克罗恩病的平均发病率和患病率分别由 1950 年至 2002 年的














率 ( 50-100)/10 万[3]，而亚洲国家则较少见，我国的发病率约为每年 1.4/10 万
[4]
。其次，CD 的发病多有家族聚集现象, 在有家族史人群中的发病率比没有家族
史的人群要高出 13-36 倍。而且，欧洲对 322 个双胞胎的研究中发现, 同卵双生




















1996 年 Hugot et al[6] 采用连锁分析法，绘制出 IBD1 基因位点，首次定位
IBD 易感基因位点于 16 号染色体着丝点周围(16q12)。2001 年两个研究小组通过
定位克隆及突变筛选，均证实了在 CD 家系 IBD1 位点的 NOD2 基因，是第一
个被证实的 CD 遗传易感基因[7]。一些研究表明，有 25%-30%的 CD 患者发病
可以用 NOD2/CARD15 的变异来解释[8]。 
随着研究手段日新月异，连锁分析(linkage studies) 、全基因组关联分析
(genome-wide association studies, GWAS) 、基因芯片(microarray) 的运用，使其
他易感区域相继被报道。连锁分析和候选基因关联等研究显示 IBD 易感座位分
布于第 1、3、4、5、6、7、10、12、14、16、19 号和 X 染色体上，其中有 9 个
与 IBD 相关的易感座位被命名为 IBD1-9[9]。其他易感基因如 SLC22A4、







1.1.3.1 连锁分析（Linkage analyses） 
基于大量患病家系为基础的连锁分析是通过研究家系某一疾病的表型与某一
标记是否共分离来判断这个遗传标记和该疾病易感基因是否连锁，即二者在物理




















因座位 IBD3 中 NOD2、HLA 基因。 













有的部分基因 (如NOD2、IBD5) 与 IBD的关联性, 而且还发现了如白介素-23受
体(interleukin-23 receptor, IL23R) 基因、ATG16L1 等新的致病基因 [15-17]。但
GWAS 也有局限性，如多数只能发现常见变异  (Minor allele frequency, 




色体 10 Mb 左右的范围，需要大量后续的定位克隆工作，且仅能发现致病主效
基因[19]；传统的 GWAS 方法通过对大规模的群体 DNA 样本进行全基因组高密度
遗传标记并分型，但其发现的与疾病关联的 SNPs 多位于基因间或内含子上，





































NimbleGen 公司开发 NimbleGen 高密度捕获系统和安捷伦开发的 Agllent 液




1.2.2.2  DNA 高通量测序 









































2009 年 8 月，Nature 上的人类外显子组测序的研究论文，对 4 位弗里曼谢
尔登综合征患者进行外显子组测序及生物信息学分析，准确的找出了患者致病基
因 MYH3，证明了外显子高通量测序方法确定罕见疾病易感基因的可行性和应用























































































































































2.2.1 DNA 提取试剂 
(1) 天根公司 DNA 抽提试剂盒(250ml): FGl (细胞裂解缓冲液），FG2 (蛋白变性
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